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(54) Title: MODULATION OF THE SYNTHESIS OF INSULIN 



(54) Bczcichnung: MODULATION DER INSULINSYNTHESE 



(57) Abstract: The invention particularly relates to the use of substances, which modulate the activity of the proteins casein kinase 
II (CK II) and 14-3-3 epsilon and/or of the PcG protein EED or which influence the binding of the proteins casein kinase II (CK II) 
and 14-3-3 epsilon, of the PcG protein EED and/or of a fragment thereof with the protein pancreatic duodenal homeobox-1 (PDX-1) 
that plays a decisive roll in the glucose-induced biosynthesis of insulin, for influencing the synthesis of insulin or the provision of 
insulin. 
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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft insbesondere die Verwendung von Substanzen, die die Aktivitat der 
Proteine Caseinkinase II (CK II), 14-3-3 epsilon und/oder des PcG-Proteins EED modulieren oder die Bindung der Proteine Casein- 
kinase II (CK II), 14-3-3 epsilon, des PcG-Proteins EED und/oder eines Fragments desselben mit dem Protein Pancreatic duodenal 
homeobox-1 (PDX-1), das bei der Glucose-induzierten Insulin-Biosynthese eine entscheidende Rolle spielt, beeinflussen, zur Be- 
einflussung der Insulin-Synthese bzw. Bereitstellung. 
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Modulation der Insulinsvnthese 

Die vorliegende Erfindung betrifft insbesondere die Verwendung von Substanzen, die die 
Aktivitat der Proteine Caseinkinase II (CK II), 14-3-3 epsilon und/oder des PcG-Proteins 
EED modulieren Oder die Bindung der Proteine Caseinkinase II (CK II), 14-3-3 epsilon, 
des PcG-Proteins EED und/oder eines Fragments derselben mit dem Protein Pancreatic 
duodenal homeobox-1 (PDX-1), das bei der Glucose-induzierten Insulin-Biosynthese eine 
entscheidende Rolle spielt, beeinflussen, zur Beeinflussung der Insulin-Synthese bzw. - 
Bereitstellung. 

Im Saugerorganismus wird nach einer Mahlzeit, ausgelost durch die Glucosebelastung, 
von den Beta-Zellen der Langerhans'schen Inseln des endokrinen Pancreas in Sekretgra- 
nula gespeichertes Insulin sezerniert. Gleichzeitig kommt es zu einer Neusynthese von 
Insulin (Transcription, Translation). Es wurde festgestellt, dafi PDX-1 als Transcriptions- 
faktor beteiligt ist (McKinnon and Docherty, Diabetologia (2001), 44: 1203-1214) und die 
Transkriptions-auslosenden Signalwege durch Wortmannin und SB 203580 hemmbar 
sind. Derzeit ist aber unbekannt, wie die Vorgange, die zur Sekretion von Insulin fuhren, 
und die Induktion der Neusynthese gekoppelt sind. 
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Aufgabe ist es daher, Substanzen (Wirkstoffe) zur Verfugung zu stellen, die die Insulin- 
Bereitstellung wirksam beeinflussen und damit zur Behandlung von Erkrankungen geeig- 
net sind, die durch eine verminderte Insulin-Synthese charakterisiert sind Oder mit dieser 
einhergehen, wie z.B. Diabetes. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurden uberraschend drei Proteine identifiziert, 
die an den Transkriptionsfaktor PDX-1 binden, der bei der Glucose-induzierten Insulin- 
Biosynthese eine entscheidende Rolle spielt (vgl. u.a. Lottmann et ah, Journal of Molecu- 
lar Medicine (2001) 79:321-328). Direkte, unmittelbare Aktivatoren von PDX-1 sind im 
Stand der Technik bislang nicht bekannt 

Erfindungsgemafl wurden in einem eigens entwickelten experimentellen Zellsystem nach 
Induktion mit Glucose Proteine identifiziert, die in dieser Phase i) selbst phosphoryliert 
werden und ii) mit dem Transkriptionsfaktor PDX-1 physikalisch interagieren. PDX-1 
selbst wird ebenfalls Glucose-induziert phosphoryliert, wobei wichtig ist, dass bakteriell 
exprimiertes PDX-1 erst nach Phosphorylierung an die DNA binden und als Aktivator 
agieren kann. 

In diesem Zusammenhang stellt CK II in der insulin-produzierenden Zelle eine Glucose- 
induzierte PDX-1 -Kinase dar. Bei der Caseinkinase II handelt es sich um eine weit ver- 
breitete Serin/Threonin-Kinase. Das Holoenzym besteht einem Tetramer aus zwei alpha- 
oder alpha'-Untereinheiten (oder jeweils eine dieser Untereinheiten) und zwei beta- 
Untereinheiten (Lotzeman et al., Biochemistry 36 (1990) 8436-47). Damit kann erfin- 
dungsgemafl uber die Veranderung der Aktivitat dieses Enzyms die Insulin-Bereitstellung 
moduliert werden. 

Die 14-3-3 Proteine werden als Regulator-Proteine beschrieben, die in der Zelle Schlus- 
selelemente von Signaltranduktionswegen binden (wie z.B. den Transkriptionsfaktor 
FKHR) und damit inaktivieren konnen. Erst durch Phosphorylierung der 14-3-3 Proteine 
wird diese Bindung aufgehoben. Das Protein 14-3-3 epsilon halt im unphosphorylierten 
Zustand den Transkriptionsfaktor PDX-1 gebunden und inaktiv. Nach Glucose-lnduktion 
wird 14-3-3 epsilon phosphoryliert und kann den gebundenen, inaktiven Transkriptions- 
faktor PDX-1 freisetzen, der dann als aktivierender Faktordie Insulinsynthese initiiert. 

Das EED-Protein gehort zu den Transkriptions-Repressoren, wobei an dem Vorgang der 
Repression Histon-Deacetylasen beteiligt zu sein scheinen. Erfindungsgemaft handelt es 
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sich bei der EED urn eine grofie Isoform des Proteins, auf die in Sewalt et al. v Mol. Cell. 
Biol. 18 (1998) 3586-95 (vgl. Fig. 4) verwiesen wird. 

Mit den vorliegenden Arbeiten ist es somit gelungen, die drei genannten Proteine (CK II, 
14-3-3 epsilon und EED) als wesentliche regulative Elemente der Glucose-induzierten 
Insulinbiosynthese zu identifizieren. Der oben dargestellte Zusammenhang mit dem Tran- 
skriptionsfaktor PDX-1, mit dem die Proteine physikalisch interagieren, ermoglicht nun- 
mehr die Identifizierung neuer Wirkstoffe, die effizient die Insulin-Bereitstellung beeinflus- 
sen konnen und zur Entwicklung einer neuen, effektiveren Generation von Diabetes- 
Therapeutika mit weniger Nebenwirkungen fuhren. Das Screening kann mit geeigneten 
Assays durchgefuhrt werden, wie z.B. Bindungsassays, mit deren Hilfe sich die Beeinflus- 
sung der Wechselwirkung (Bindung) der genannten Proteine mit PDX-1 direkt untersu- 
chen lafit, Oder einem Assay, bei dem man die Funktionalisierung von PDX-1 (Phospho- 
rylierung, DNA-Bindung, Transkriptionsaktivierung) unter Wirkstoffeinfluss analysiert. Die 
Etablierung solcher Assays ist dem Fachmann wohlbekannt. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher die Verwendung eines Oder mehrerer 
Proteine gemafi SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 (CK II), 10 (14-3- 
3 epsilon) und 12 (EED) oder Fragmenten derselben zur Durchfuhrung von Bindungsas- 
says unter Verwendung eines Proteins gemafi SEQ ID NO:2 (PDX-1), wobei die Frag- 
mente an PDX-1 binden, zur Identifikation von Substanzen, die die Bindung zwischen 
dem oder den Proteinen oder Fragment(en) und PDX-1 beeinflussen (fordern, hemmen, 
modulieren). 

Die Erfindung betrifft unter anderem ein Verfahren zur Identifizierung von Substanzen, die 
geeignet sind, die Wechselwirkung eines Proteins gemafi SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID 
NO:6 und SEQ ID NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 epsilon), des Proteins EED oder einem Frag- 
ment desselben mit dem Protein gemafi SEQ ID NO:2 (PDX-1) zu beeinflussen, bei dem 
man 

a) das Protein gemafi SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 
(CK II), 10 (14-3-3 epsilon), das Protein EED oder ein Fragment derselben 
markiert, 



b) das Protein gemafi SEQ ID NO:2 (PDX-1 ) markiert, 



WO 2004/022772 




PCT/EP2003/009757 



4 



c) die markierten Proteine von Stufe a) und Stufe b) miteinander in Kontakt bringt 
und eine Messung zur Bestimmung des/der Markersignals/Markersignale 
durchfiihrt, 

wobei die Markierungen so gewahlt sind, dad eine Wechselwirkung der markierten 
Proteine von Stufe a) und b) nachweisbar und von den isolierten, markierten Proteinen 
durch Anderung des/der Detektionssignals/Detektionssignale unterscheidbar ist, man 

d) die Mischung von Stufe c) mit einer zu untersuchenden Substanz in Kontakt 
bringt und man 

e) eine weitere Messung zur Bestimmung des/der Markersignals/Markersignale 
durchfuhrt, 

wobei die zu untersuchende Substanz eine die Wechselwirkung beeinflussende Sub- 
stanz ist, wenn sich das(die) in Stufe e) gemessene(n) Markersignal(e) von dem (den) 
in Stufe c) gemessenen Markersignal(en) unterscheidet. 

Femer eingeschlossen ist ein Verfahren zur Identifizierung von Substanzen, die geeignet 
sind, die Wechselwirkung eines Proteins gemafl SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und 
SEQ ID NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 epsilon), des Proteins EED Oder einem Fragment derselben 
mit dem Protein gemali SEQ ID NO:2 (PDX-1) zu beeinflussen, bei dem man entweder 

a) das Protein gemalJ SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 
(CK II), 10 (14-3-3 epsilon), das Protein EED, ein Fragment derselben Oder 

b) das Protein gemafi SEQ ID NO:2 (PDX-1) auf einer Mikrotiterplatte immobili- 
siert, 

c) das jeweils andere Protein markiert und es mit dem immobilisierten Protein in 
Kontakt bringt, wobei man das Vorliegen einer Wechselwirkung zwischen den in 
a) und b) genannten Proteinen nach Durchfuhrung entsprechender Wasch- 
schritte durch Nachweis der Markierung bestatigt, man 

d) die Proteine mit der zu untersuchenden Substanz in Kontakt bringt, 
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wobei die zu untersuchende Substanz eine die Wechselwirkung beeinflussende Substanz 
ist, wenn die Markierung nach Zugabe der zu untersuchenden Substanz und Durchfuhrung 
entsprechender Waschschritte auf den Mikrotiterplatten nicht mehr nachweisbar ist. 

Die mit Hilfe der durchgefuhrten Screening-Verfahren identifizierten Wirkstoffe konnen zur 
Behandlung (patho)physiologischer Zustande, bei denen eine gegenuber dem Normalwert 
verminderte Insulinproduktion beobachtetwird, eingesetzt werden. 

Die Erfindung betrifft daher die Verwendung einer Substanz, die die Wechselwirkung eines 
Oder mehrerer Proteine gemafi SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 
(CK II), 10 (14-3-3 epsilon) und EED oder Fragmenten derselben mit dem Protein gemaft 
SEQ ID NO:2 (PDX-1) beeinflulM, zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammenset- 
zung zur Behandlung von Erkrankungen, die durch eine verminderte Insuliii-Synthese cha- 
rakterisiert sind Oder mit dieser einhergehen. 

Ferner eingeschlossen ist die Verwendung einer Substanz, die 

b) die Aktivitat des Proteins gemafc SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und 
SEQ ID NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 epsilon) und/oder des Proteins EED modu- 
liert, 

b) an das Protein gemafc SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID 
NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 epsilon), das Protein EED Oder ein Fragment der- 
selben bindet, 

b) das Protein gemali SEQ ID NO:2 (PDX-1), 4 und/oder 6 und 8 (CK II), 10 
(14-3-3 epsilon) oder das Protein EED phosphoryliert, oder 

b) den Anteil des Proteins gemafi SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und 
SEQ ID NO:8 (CK II) erhoht, 

zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung von Erkran- 
kungen, die durch eine verminderte Insulin-Synthese charakterisiert sind oder mit dieser 
einhergehen. 
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Vorliegend wircl unter einer Erkrankung, die durch eine verminderte Insulin-Synthese cha- 
rakterisiert ist Oder mit einer verminderten Insulin-Synthese einhergeht, verschiedenne 
Formen von Diabetes, wie z.B. Diabetes mellitus verstanden. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusam- 
mensetzung zur Behandlung von Erkrankungen, die durch eine verminderte Insulin- 
Synthese charakterisiert sind Oder mit dieser einhergehen, bei dem man ein vorgenanntes 
Screening-Verfahren durchfuhrt und man die identifizierte Substanz, die als eine die Wech- 
selwirkung eines Proteins gemali SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 
(CK II), 10 (14-3-3 epsilon), EED oder einem Fragment derselben mit dem Protein gemafl 
SEQ ID NO:2 (PDX-1) beeinflussende Substanz identifiziert ist, mit geeigneten Hilfs- 
und/oder Tragerstoffen zu einer pharmazeutischen Zusammensetzung formuliert. 

Erfindungsgegenstand sind somit auch pharmazeutische Zusammensetzungen, die eine 
nach einem vorgenannten Screening-Verfahren erhaltliche Substanz und pharmazeutisch 
vertragliche Hilfs- und/oder Tragerstoffe enthalten. 

Gemali einer besonderen Ausfuhrungsform konnen auch eines Oder mehrere Proteine ge- 
mafl SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 epsiion) und 
EED und/oder Fragmente derselben zur Herstellung eines pharmazeutischen Praparates zur 
Behandlung einer Erkrankung, die durch eine verminderte Insulin-Synthese charakterisiert ist 
oder mit dieser einhergeht, verwendet werden. 

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung einer oder mehrerer Nukleinsauren gemafi 
SEQ ID NO: 3 und/oder 5 und 7 oder 9 und/oder einer oder mehrerer fur EED kodierender 
Nukleinsauren zur Herstellung eines pharmazeutischen Praparates zur Modulation der 
Insulin-Synthese in einem Individuum. Diese Praparate konnen beispielsweise in der 
Gentherapie, z.B. bei der Generierung artifizieller, insulinproduzierender Zellen fur eine 
Transplantation, Anwendung finden. 

Im Rahmen der durchgefuhrten Arbeiten wurde erstmals das Protein (EED), bei dem es 
sich urn eine EED-lsoform handelt (vgl. Fig. 4 in Sewalt et al. Mol Cell Biol (1998), 18(6): 
3586-95), als regulatives Element identifiziert, das ebenfalls eine bedeutende Rolle bei 
der Insulinbiosynthese spielt ErfindungsgemaU eingeschlossen sind Fragmente der vor- 
genannten Proteine, wobei der Begriff EED auch die kurzere Isoformen von EED ein- 
schlieftt (vgl. Fig. 15). 
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Anhand der gewonnenen Erkenntnisse lassen sich Assays zur Messung der Funktionali- 
sierung von PDX-1 konstruieren, die Aufschluss uber die Eigenschaft von Substanzen 
geben, die Bindung von PDX-1 an den Promoter des Insulin-Gens zu inhibieren bzw. zu 
fordern. So lassen sich anhand von molekularbiologischen Standardverfahren beispiels- 
weise transgene Zellkulturen etablieren, in die man ein Reportergen einbringt, dessen 
Genprodukt leicht detektierbar und quantifizierbar ist, und das unter der Kontrolle eines 
Promotors mit PDX-1 -bindenden DNA-Sequenzen stabil exprimiert wird. Unter Indukti- 
onsbedingungen, d.h. bei Bindung von PDX-1 an den Promoter, kann dann die Expressi- 
on des Reportergens unter Einfluss der zu testenden Substanz analysiert werden. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen erlautert. . 

Beispiele 

Material und Methoden 

Identifizierung von Glucose-induzierten phosphylierten Interaktionspartnern von 
PDX-1: 

MIN 6-Zellen wurden bis zur 80%-igen Konfluenz in DM EM kultiviert, das 25 mM Glucose, 
10% Pferde-Serum und 2,5% FCS (fotales Kalber-Serum) enthielt. Die Zellen wurden 
zwei Mai gewaschen, und man liefi die Zellen im Krebs-Ringer-Puffer (118 mM Natrium- 
chlorid, 4,75 mM Kaliumchlorid, 1,25 mM Kalziumchlorid, 1,2 mM Magnesiumchlorid, 
0,05% (w/v) BSA, 25 mM Natriumhydrogencarbonat, 10 mM Hepes, pH 7,4) fur drei Stun- 
den hungern. Nach der dreistundigen Vorinkubation der Zellen wurden diese mit 500 
pCi/ml ( 32 P)-Phosphorsaure (ICN) fur eine Stunde equilibriert und anschlieftend in Ge- 
genwart Oder Abwesenheit von 16 mM Glucose mit und ohne die Kinaseinhibitoren Wort- 
mannin (100 nM, 10 min Vorinkubation) und SB203580 [(4-(4-Fluorphenyl)-2-(4- 
methylsumnylphenyl)-5-(4-pyridyl)-imidazol] (10 mM, 30 min Vorinkubation) fur weitere 30 
min inkubiert. Anschlieftend wurden die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und geern- 
tet. Die Zellen wurden fur 30 Sekunden zentrifugiert und in 100 pi 20 mM Hepes 7,8, 50 
mM Kaliumchlorid, 1% Triton X-100, 0,1 mM EDTA, 20 mM (l-Glycerophosphat, 0,1 mM 
Na 3 P0 4 , vollstandiger Miniprotease Inhibitorcocktail (Roche), resuspendiert. Die Zellen 
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liefi man fur 10 Minuten auf Eis anschwellen und zentrifugierte anschliefiend bei 14.000 
U/min. Der Uberstand (cytoplasmatischer Extrakt) wurde in ein frisches Eppendorf-Gefaft 
uberfuhrt, und die Proteine wurden unter der Verwendung von Aceton prazipitiert, mehr- 
fach in Aceton gewaschen, getrocknet und in Lysis-Puffer (8 M Harnstoff, 2 M Thioharn- 
stoff, 65 mM Chaps, 120 mM DTT, 80 mM Tris) solubilisiert. Fur die praparativen Gele 
wurden die markierten Extrakte mit 4 mg nicht-radioaktiven cytoplasmatischen Extrakten 
gemischt, die ahnlich behandelt wurden. Die Proteintrennung erfolgte unter Verwendung 
eines immobilisierten pH-Gradienten von 3 bis 10 (IPG-Streifen, 18 cm, Amersham 
Biosciences) in einen IPGphor-isoelektrischem-Focussier-System (Amersham Bioscien- 
ces). Nach Equilibrieren des Streifens in SDS-Puffer wurde die zweite Dimension der 
SDS-PAGE uber Nacht unter Verwendung eines 12,5%igen Acrylamidgels durchgefuhrt 
Die praparativen Gele wurden mit kolloidalem Coomassi R-250 gefarbt und einer Autora- 
diographie unter Verwendung eines Phosphor-lmagers (Molecular dynamics) unterworfen. 
Die analytischen Gele wurden einer Autoradiographie unterworfen. Es wurden soge- 
nannte n Pulldown-Experimente" unter Verwendung eines bakteriellen exprimierten GST- 
PDX-1 Proteins als Koder im Cytoplasma von Glucose stimulierten, 32 P-markierten MIN6 
Zellen durchgefuhrt. Nach Zugabe von 5 pg GST zur Absattigung unspezifischer Bin- 
dungsstellen wurde GST-PDX-1-Fusionsprotein, das an Gluthation-Agarose-Beads ge- 
koppelt war, mit 100 mg cytoplasmatischem Extrakt bei drei Stunden und 4°C und unter 
durchgehendem Schutteln inkubiert. Nach dieser Inkubationsphase wurden die Beads bei 
3000 g fur 5 Minuten pelletiert, und der Uberstand wurde gesammelt und fur die zweidi- 
mensionale Gelelektrophorese verwendet. Um die Interaktion von Phosphoproteinen mit 
dem GST-PDX-1 Protein nachzuweisen, wurden die pelletierten Beads 3 Mai gewaschen, 
in Lysis-Puffer suspendiert und anschlieftend der zweidimensionalen Gelelektrophorese 
unterworfen. Die Immunfluoreszenz-Farbung und das Western-Blotting wurden unter 
Verwendung von Standard-molekularbiologischen Protokollen verwendet. 

Ergebnisse: 

Im Autoradiogramm des analytischen Geles des "Pulldown" (Fig 5, A) wurden Spots von 
phosphorylierten, mit PDX-1-interagierenden Proteinen detektiert. Diese Spots konnten in 
praparativen Gelen Coomassie-gefabten Spots zugeordnet werden und wurden mittels 
Massenspektrometrie (MALDI-TOF) identifiziert. 



WO 2004/022772 




PCT/EP2003/009757 



9 



Beschreibung der Figuren 

Fiqur 1 : 

Schematische Darstellung des Nachweises von Glucose-induzierten Interaktionspartnern 
von PDX-1 

Figur 2: 

Auswirkung von Glucose auf die subzellulare Lokalisation von endogenem PDX-1 . A: Die 
Zellen wurden in Krebs-Ringer-Puffer fur vier Stunden mit 0 mM Glucose inkubiert. B: Die 
Kultur wurde anschlieflend 30 Minuten bei 16 mM Glucose weiterkultiviert. Endogenes 
PDX-1 wurde unter Verwendung eines polyclonalen Anti-PDX-1 Antiserums nachgewie- 
sen. 

Fiaur 3: 

PDX-1 wird bei hohen Glucosekonzentrationen in MIN6-Zellen modifiziert. Western-Blot- 
Analyse von nuklearen und cytoplasmatischen Extrakten, die aus MIN6-Zellen hergestellt 
wurden, und in Krebs-Ringer-Puffer bei 0 mM Glucose (Bahn 1) inkubiert und anschlie- 
(iend auf 16 mM Glucose (Bahn 2) transferiert wurden. 

Figur 4: 

Silberfarbung von bakteriell exprimiertem GST-PDX-1. 5 pg (Bahn 1) und 1 pg (Bahn 2) 
gereinigtes GST-PDX-1; in E. coli exprimiert und mittels Polyacrylamidgelelektrophorese 
getrennt. 

Fiaur 5: 

Bakteriell exprimiertes GST-PDX-1 prazipitiert Phosphoproteine aus dem Cytoplasma von 
32 P-markierten, Glucose-stimulierten MIN6-Zellen. 

A: Kartierung von erhaltenen Phosphoproteinen, die durch zweidimensionale Gelelektro- 
phorese nach einem GST-PDX-1 -Pulldown-Experiment erhalten wurden. 

B: Cytoplasmatische Phosphoproteine, die durch zweidimensionale Gelelektrophorese 
nach Acetonprazipitation getrennt wurden. 
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Figur 6: 

Bakteriell exprimiertes GST-PDX-1 verringert die Menge eines Phosphoproteins im Uber- 
stand von 32 P-markierten, Glucose-stimulierten MIN6-Zellen vor der zweidimensionalen 
Gelelektrophorese. 

A: Die vergrofierte Region des 2D-Gels, das einer Autoradiographie wurde, zeigt die er- 
haltenen Phosphoproteine. 

B: Die vergrofterte Region eines 2D-Gels, das der Autoradiographie unterworfen wurde, 
zeigt cytoplasmatische Phosphoproteine nach Acetonprazipitation. 

C: Die vergroflerte Region eines 2D-Gels, das der Autoradiographie unterworfen wurde, 
zeigt cytoplasmatische Phosphoproteine nach Acetonpracipitation mit nachfolgender 
Inkubation mit GST-PDX-1 Fusionsproteinen. 

Fiaur 7: 

Veranderungen des Phosphorylierungszustands des ausgewahlten cytoplasmatischen 
Proteins als Reaktion auf Glucose und verschiedene Kinaseinhibitoren. 

A-D: 

Vergroderte Regionen von 2D-Gelen, die der Autoradiographie nach erfolgter Acetonpra- 
zipitation unterworfen wurden. 

A: MIN6-Zellen wurden fur 8 Stunden bei 0 mM Glucose in Krebs-Ringer-Puffer inkubiert. 
B: Die Kultur wurde auf 16 mM Glucose transferiert. 

C: Die Kultur wurde auf 16 mM Glucose in Gegenwart von Wortmannin (100 nM) transfe- 
riert. 



D: Die Kultur wurde auf 16 mM Glucose in Gegenwart von SB203580 (10 pM) transferiert. 
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Fiaur 8: 

Identifizierung von 14-3-3-epsilon als Interaktionspartner von GST-PDX-1. 

A: Die Ergebnisse der MS-Fit-Suche ergaben Massen eines Phosphoproteins, welches 
quantitativ aus dem Cytoplasma von Glucose-behandelten MIN6-Zellen unter Verwen- 
dung eines bakteriellen exprimierten GST-PDX-1 Proteins prazipitiert werden konnte. 

B: Western-Blot unter Verwendung eines AntM-4-3-Epsilon-Antiserums (Santa Cruz). 
Bahn 1 (Positivkontrolle): 30 pg cytoplasmatischer Extrakt von Glucose-behandelten 
MIN6-Zellen. Bahn 2 (Negativkontrolle): GST-Pulldown von 400 pg Glucose-behandel- 
ten MIN6-Zellen. Bahn 3: GST-PDX-1 Pulldown von 400 M9 Glucose-behandelten 
MIN6-Zellen. 

Fiqur 9: 

Aminosauresequenz von PDX-1 (SEQ ID NO:2). 
Fiaur 10: 

Fur PDX-1 kodierende Nukleotidsequenz (SEQ ID NO:1 ). 
Fiaur 11: 

Aminosauresequenz von 14-3-3 epsilon (SEQ ID NO:10). 
Fiaur 12: 

Fur 14-3-3 epsilon kodierende Nukleotidsequenz (SEQ ID NO:9). 
Fiqur 13: 

Aminosauresequenz der CK ll-Untereinheiten 

a) Aminosauresequenz von CKII-alpha' (SEQ ID NO:4) 

b) Aminosauresequenz von CKII-alpha (SEQ ID NO:6) 

c) Aminosauresequenz von CKII-beta (SEQ ID NO:8) 

Fiaur 14: 

Fur die CK ll-Untereinheiten kodierende Nukleotidsequenz 

a) fur CKII-alpha' kodierende Nukleotidsequenz (SEQ ID NO:3) 

b) fur CKII-alpha kodierende Nukleotidsequenz (SEQ ID NO:5) 

c) fur CKII-beta kodierende Nukleotidsequenz (SEQ ID NO:7) 
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Figur 15: 

Nukleotidsequenzen der kurzen EED-lsoform (SEQ ID NO:11) 
Figur 16: 

Aminosauresequenzen der kurzen EED-lsoform (SEQ ID NO:12) 
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Patentanspruche 

1. Verwendung eines oder mehrerer Proteine gemaft SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID 
NO:6 und SEQ ID NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 epsilon), EED oder Fragmenten dersel- 
ben zur Durchfuhrung von Bindungsassays unter Verwendung eines Proteins ge- 
mafi SEQ ID NO:2 (PDX-1), wobei die Fragmente an PDX-1 binden, zur Identifikati- 
on von Substanzen, die die Bindung zwischen dem oder den Proteinen oder Frag- 
menten) und PDX-1 beeinflussen (fordern, hemmen, modulieren). 

2. Verfahren zur Identifizierung von Substanzen, die geeignet sind, die Wechselwirkung 
eines Proteins gemafl SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 (CK 
II), 10 (14-3-3 epsilon), des Proteins EED oder einem Fragment derselben mit dem 
Protein gemafl SEQ ID NO:2 (PDX-1) zu beeinflussen, bei dem man 

a) das Protein gemad SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 
(CK II), 10 (14-3-3 epsilon), das Protein EED oder ein Fragment derselben mar- 
kiert, 

b) das Protein gemali SEQ ID NO:2 (PDX-1) markiert, 

c) die markierten Proteine von Stufe a) und Stufe b) miteinander in Kontakt bringt 
und eine Messung zur Bestimmung des/der Markersignals/Markersignale 
durchfuhrt, 

wobei die Markierungen so gewahlt sind, dafi eine Wechselwirkung der markierten 
Proteine von Stufe a) und b) nachweisbar und von den isolierten, markierten Proteinen 
durch Anderung des/der Detektionssignals/Detektionssignale unterscheidbar ist, man 

d) die Mischung von Stufe c) mit einer zu untersuchenden Substanz in Kontakt 
bringt und man 

e) eine weitere Messung zur Bestimmung des/der Markersignals/Markersignale 
durchfuhrt, 

wobei die zu untersuchende Substanz eine die Wechselwirkung beeinflussende Sub- 
stanz ist, wenn sich das(die) in Stufe e) gemessene(n) Markersignal(e) von dem(den) 
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in Stufe c) gemessenen Markersignal(en) unterscheidet. 

3. Verfahren zur Identifizieaing von Substanzen, die geeignet sind, die Wechselwirkung 
eines Proteins gemafi SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 (CK II), 
10 (14-3-3 epsilon), EED oder einem Fragment derselben mit dem Protein gemali 
SEQ ID NO:2 (PDX-1) zu beeinflussen, bei dem man entweder 

a) das Protein gemafi SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 
(CK II), 10 (14-3-3 epsilon), das Protein EED, ein Fragment derselben oder 

b) das Protein gemali SEQ ID NO:2 (PDX-1) auf einer Mikrotiterplatte immobili- 
siert, 

c) das jeweils andere Protein markiert und es mit dem immobilisierten Protein in 
Kontakt bringt, wobei man das Vorliegen einer Wechselwirkung zwischen den in 
a) und b) genannten Proteinen nach Durchfuhrung entsprechender Wasch- 
schritte durch Nachweis der Markierung bestatigt, man 

d) die Proteine mit der zu untersuchenden Substanz in Kontakt bringt, 

wobei die zu untersuchende Substanz eine die Wechselwirkung beeinflussende Sub- 
stanz ist, wenn die Markierung nach Zugabe der zu untersuchenden Substanz und 
Durchfuhrung entsprechender Waschschritte auf den Mikrotiterplatten nicht mehr 
nachweisbar ist. 

4. Verwendung einer Substanz, die die Wechselwirkung eines oder mehrerer Proteine 
gemali SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 
epsilon), EED oder Fragmenten derselben mit dem Protein gemafi SEQ ID NO:2 
(PDX-1) beeinflufit, zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur 
Behandlung von Erkrankungen, die durch eine verminderte Insulin-Synthese cha- 
rakterisiert sind oder mit dieser einhergehen. 

5. Verwendung einer Substanz, die 

a) die Aktivitat des Protein gemali SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ 
ID NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 epsilon) und/oder des Proteins EED moduliert, 
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b) an das Protein gemafi SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:8 
(CK II), 10 (14-3-3 epsilon), das Protein EED oder ein Fragment derselben bin- 
det, 

c) das Protein gemafi SEQ ID NO:2 (PDX-1), SEQ ID:4 und/oder SEQ ID NO:6 
und SEQ ID NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 epsilon) oder das Protein EED phosphory- 
liert, oder 

d) den Anteil des Proteins gemafi SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ 
ID NO:8 (CK II) erhoht, 

zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung von Er- 
krankungen, die durch eine verminderte Insulin-Synthese charakterisiert sind oder 
mit dieser einhergehen. 

6. Verwendung nach den Anspruchen 4 und 5, dadurch gekennzeichnet, dafi die Erkran- 
kung, die durch eine verminderte Insulin-Synthese charakterisiert ist oder mit dieser 
einhergeht, Diabetes ist. 

7. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung 
von Erkrankungen, die durch eine verminderte Insulin-Synthese charakterisiert sind 
oder mit dieser einhergehen, dadurch gekennzeichnet, dafi man ein Verfahren nach 
den Anspruchen 2 oder 3 durchfuhrt und man die Substanz, die als eine die Wechsel- 
wirkung eines Proteins gemali SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID NO:6 und SEQ ID 
NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 epsilon), EED oder einem Fragment derselben mit dem 
Protein gemafi SEQ ID NO:2 (PDX-1) beeinflussende Substanz identifiziert ist, mit 
geeigneten Hilfs- und/oder Tragerstoffen zu einer pharmazeutischen Zusammenset- 
zung formuliert. 

8. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daft sie eine nach 
einem Verfahren gemafi den Anspruchen 2 oder 3 erhaltliche Substanz und pharma- 
zeutisch vertragliche Hilfs- und/oder Tragerstoffe enthalt 

9. Verwendung eines oder mehrerer Proteine gemafi SEQ ID NO:4 und/oder SEQ ID 
NO:6 und SEQ ID NO:8 (CK II), 10 (14-3-3 epsilon), EED und/oder Fragmenten der- 
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selben zur Herstellung eines pharmazeutischen Praparates zur Behandlung einer Er- 
krankung, die durch eine erhohte Insulin-Synthese charakterisiert ist Oder dieser ein- 
hergeht 

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafl die Erkrankung Dia- 
betes ist. 

11. Verwendung einer oder mehrerer Nukleinsauren gemafc SEQ ID NO: 3 und/oder 5 
und 7 oder 9 und/oder einer oder mehrerer fur EED kodierender Nukleinsauren zur 
Herstellung eines pharmazeutischen Praparates zur Modulation der Insulin- 
Synthese in einem Individuum. 
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Fig. 9: 



MNGEEQYYAATQLYKDPCAFQRGPAPEFSASPPACLYMGRQPPP 

P PPH PF PGAL.G ALEQG S PPD I S PYE VPPLADDPAVAHLHHHL PAQLALPHPPAGPFPE 
GAE PGVLEE PNRVQL PFPWMKS TKAHAWKGQWAGGAYAAE PEENKRTRTAYTRAQLiLiE 
LEKEFLFNKYISRPRRVEIiAVMLNLTERHIKIWFQNRRMKWKK^ 

GVAEPEQDCAVTSGEELIiALPPPPPPGGAVPPAAPVAAREGRLPPGLSASPQPSSVAP 
RRPQEPR 



Aminosauresequenz PDX-1 ; 
283 Aminosauren 
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atgaac ggcgaggagc agtactacgc ggccacgcag ctttacaagg 
acccatgcgc gttccagcga ggcccggcgc cggagttcag cgccagcccc cctgcgtgcc 
tgtacatggg ccgccagccc ccgccgccgc cgccgcaccc gttccctggc gccctgggcg 
cgctggagca gggcagcccc ccggacatct ccccgtacga ggtgcccccc ctcgccgacg 
accccgcggt ggcgcacctt caccaccacc tcccggctca gctcgcgctc ccccacccgc 
ccgccgggcc cttcccggag ggagccgagc cgggcgtcct ggaggagccc aaccgcgtcc 
agctgccttt cccatggatg aagtctacca aagctcacgc gtggaaaggc cagtgggcag 
gcggcgccta cgctgcggag ccggaggaga acaagcggac gcgcacggcc tacacgcgcg 
cacagctgct agagctggag aaggagttcc tattcaacaa gtacatctca cggccgcgcc 
gggtggagct ggctgtcatg ttgaacttga ccgagagaca catcaagatc tggttccaaa 
accgccgcat gaagtggaaa aaggaggagg acaagaagcg cggcggcggg acagctgtcg 
ggggtggcgg ggtcgcggag cctgagcagg actgcgccgt gacctccggc gaggagcttc 
tggcgctgcc gccgccgccg ccccccggag gtgctgtgcc gcccgctgcc cccgttgccg 
cccgagaggg ccgcctgccg cctggcctta gcgcgtcgcc acagccctcc agcgtcgcgc 
ctcggcggcc gcaggaacca cgatga 



PDX-1 kodierende Nukleotidsequenz ; 

852 Nukleotide; Nukleotide 850-852: Stopcodon 



•I 
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MDDREDL VYQAKLiAE QAE RYDEMVE S MKKVAGMDVE LTVEE RNL 

LSVAYKNVIGARRASWRIISSIEQKEENKGGEDKLKMIREYRQMVETELKLICCDILD 
VLDKHLIPAANTGESKVFYYKMKGDYHRYIiAEFATGNDRKEAAENSLVAYKAASDIAM 
TELPPTHPIRLGLALNFSVFYYEILNSPDRACRIiAKAAFDDAIAELDTLSEESYKDST 
LIMQLLRDNLTLWTSDMQGDGEEQNKEALQDVEDENQ 



Aminosauresequenz von 14-3-3 epsilon; 
255 Aminosauren 
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atggatgatc gagaggatct ggtgtaccag gcgaagctgg ccgagcaggc tgagcgatac 
gacgaaatgg tggagtcaat gaagaaagta gcagggatgg atgtggagct gacagttgaa 
gaaagaaacc tcctatctgt tgcatataag aatgtgattg gagctagaag agcctcctgg 
agaataatca gcagcattga acagaaagaa gaaaacaagg gaggagaaga caagctaaaa 
atgattcggg aatatcggca aatggttgag actgagctaa agttaatctg ttgtgacatt 
ctggatgtac tggacaaaca cctcattcca gcagctaaca ctggcgagtc caaggttttc 
tattataaaa tgaaagggga ctaccacagg tatctggcag aatttgccac aggaaacgac 
aggaaggagg ctgcggagaa cagcctagtg gcttataaag ctgctagtga tattgcaatg 
acagaacttc caccaacgca tcctattcgc ttaggtcttg ctctcaattt ttccgtattc 
tactacgaaa ttcttaattc ccctgaccgt gcctgcaggt tggcaaaagc agcttttgat 
gatgcaattg cagaactgga tacgctgagt gaagaaagct ataaggactc tacacttatc 
atgcagttgt tacgtgataa tctgacacta tggacttcag acatgcaggg tgacggtgaa 
gagcagaata aagaagcgct gcaggacgtg gaagacgaaa atcagtga 



14-3-3 epsilon kodierende Nukleotidsequenz ; 
768 Nukleotide; Nukleotide 766-768: Stopcodon 
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a) 



MPGPAAGSRARVYAEVNSLRSREYWDYEAHVPSWGNQDDYQLVR 
KLGRGKYSEVFEAINITNNERVVVKILKPVK^ 

KDPVSKTPMiWEYINNTDFKQLYQILTDFDIRFYMYELLKALDYCHSKGIMHRDVKP 
HNVMIDHQQKKIJlLIDWGIJ\EFYHPAQEYNVRVASRYFKGPELIiVDYQM 
LGCKEoASMIFRREPFFHGQDNYDQLVRIAKVLGTEEIiYGYLKKYHIDLDPHFNDIL 
HSRKRWENFIHSENRHLVSPEALDLLDKLLRYDHQQRLTAKEAMEHPYFYPVVKEQSQ 
PCADNAVLS SGLTAAR 



Aminosauresequenz von CK II-Untereinheit alpha* ; 
350 Aminosauren 



MS G PVPSRARVYTDVNTHRPRE YWDYE SHWE WGNQDDYQLVRK 
LGRGKYSEVFEAINITNNEKVVVlCILKPVKKKKIKREIKILENLRGGPNIITIiA^ 
DPVSRTPALVFEHVNNTDFKQLYQTLTDYDIRFYMYEILKALDYCHSMGIMHRDVKPH 
NVMIDHEHRKLRLIDWGLAEFYHPGQEYNVRVASRYFK^ 

GCMIJ^MIFRKEPFFHGHDNYDQLVRIAKVIjGTEDLYDYIDKYNIELDPRFNDILGR^ 
SRKRWERFXmSENQHLVSPEALDFLDKLLRYra 

GSSSMPGGSTPVSSA1W4MSGISSVPTPSPLGPLAGSPVIAAANPLGMPVPAAAGAQQ 



Aminosauresequenz von CK II-Untereinheit alpha; 
391 Aminosauren 



MSSSEEVSWISWFCGLRGNEFFCEVDEDYIQDKFNLTGLNEQVP 

HYRQALDMILDLEPDEELEDNPNQSDLIEQAAEMLYGLIHARYILTNRGIAQMLEKYQ 
QGDFGYCPRVYCENQP^PIGLSDIPGEAIWKLYCPKCMDVYTPKSSRHHHTDGAYFG 
TGFPHl^FMVHPEYRPKRPANQFVPRLYGFKIHPMAYQLQLQAASNFKSPVKTIR 

Aminosauresequenz von CK II-Untereinheit beta; 
215 Aminosauren 



c) 
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a) 



gggcagcagg gcccgggtct acgccgaggt 
ctacgaggct cacgtcccga gctggggtaa 
tggtcgggga aaatatagtg aagtatttga 
ggttgtaaaa atcctgaagc cagtgaagaa 
ggagaacctt cgtggtggaa caaatatcat 
gtcaaagaca ccagctttgg tatttgaata 
ccagatcctg acagactttg atatccggtt 
ttactgccac agcaagggaa tcatgcacag 
tcaccaacag aaaaagctgc gactgataga 
tcaggagtac aatgttcgtg tagcctcaag 
ctatcagatg tatgattata gcttggacat 
gatctttcga agggaaccat tcttccatgg 
tgccaaggtt ctgggtacag aagaactgta 
agatccacac ttcaacgata tcctgggaca 
ccatagtgag aacagacacc ttgtcagccc 
gcgatacgac catcaacaga gactgactgc 
ccctgtggtg aaggagcagt cccagccttg 
cacggcagca cgatga 



atgcccg gcccggccgc 
gaacagtctg aggagccgcg agtactggga 
tcaagatgat taccaactgg ttcgaaaact 
ggccattaat atcaccaaca atgagagagt 
aaagaagata aaacgagagg ttaagattct 
taagctgatt gacactgtaa aggaccccgt 
tatcaataat acagatttta agcaactcta 
ttatatgtat gaactactta aagctctgga 
ggatgtgaaa cctcacaatg tcatgataga 
ttggggtctg gcagaattct atcatcctgc 
gtacttcaag ggaccagagc tcctcgtgga 
gtggagtttg ggctgtatgt tagcaagcat 
acaggacaac tatgaccagc ttgttcgcat 
tgggtatctg aagaagtatc acatagacct 
acattcacgg aaacgctggg aaaactttat 
tgaggcccta gatcttctgg acaaacttct 
caaagaggcc atggagcacc catacttcta 
tgcagacaat gctgtgcttt ccagtggtct 



CK II alpha* -kodierende Nukleotidsequenz ; 

1053 Nukleotide; Nukleotide 1051-1053: Stopcodon 



b) 



ttacacagat gttaatacac 
ggaatgggga aatcaagatg 
tgaagtattt gaagccatca 
gccagtaaaa aagaagaaaa 
tcccaacatc atcacactgg 
ggtttttgaa cacgtaaaca 
tgatattcga ttttacatgt 
aattatgcac agagatgtca 
acgactaata gactggggtt 
agttgcttcc cgatacttca 
tagtttggat atgtggagtt 
atttttccat ggacatgaca 
agaagattta tatgactata 
tatcttgggc agacactctc 
ccttgtcagc cctgaggcct 
acggcttact gcaagagagg 
ggctcgaatg ggttcatcta 
gatgtcaggg atttcttcag 
agtgattgct gctgccaacc 
gtaacggccc 



at gtcgggaccc 
acagacctcg agaatactgg 
actaccagct ggttcgaaaa 
acatcacaaa taatgaaaaa 
ttaagcgtga aataaagatt 
cagacattgt aaaagaccct 
acacagactt caagcaattg 
atgagattct gaaggccctg 
agccccataa tgtcatgatt 
tggctgagtt ttatcatcct 
aaggtcctga gctacttgta 
tgggttgtat gctggcaagt 
attatgatca gttggtgagg 
ttgacaaata caacattgaa 
gaaagcgatg ggaacgcttt 
tggatttcct ggacaaactg 
caatggagca cccctatttc 
gcatgccagg gggcagtacg 
tgccaacccc ttcacccctt 
cccttgggat gcctgttcca 



gtgccaagca gggccagagt 
gattacgagt cacatgtggt 
ttaggccgag gtaaatacag 
gttgttgtta aaattctcaa 
ttggagaatt tgagaggagg 
gtgtcacgaa cccccgcctt 
taccagacgt taacagacta 
gattattgtc acagcatggg 
gatcatgagc acagaaagct 
ggccaagaat ataatgtccg 
gactatcaga tgtacgatta 
atgatctttc ggaaggagcc 
atagccaagg ttctggggac 
ttagatccac gtttcaatga 
gtccacagtg aaaatcagca 
ctgcgatatg accaccagtc 
tacactgttg tgaaggacca 
cccgtcagca gcgccaatat 
ggacctctgg caggctcacc 
gctgccgctg gcgctcagca 



CK II alpha -kodierende Nukleotidsequenz; 

1182 Nukleotide; Nukleotide 1180-1182: Stopcodon 
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C) 

atgagca gctcagagga ggtgtcctgg atttcctggt tctgtgggct 
ccgtggcaat gaattcttct gtgaagtgga tgaagactac atccaggaca aatttaatct 
tactggactc aatgagcagg tccctcacta tcgacaagct ctagacatga tcttggacct 
ggagcctgat gaagaactgg aagacaaccc caaccagagt gacctgattg agcaggcagc 
cgagatgctt tatggattga tccacgcccg ctacatcctt accaaccgtg gcatcgccca 
gatgttggaa aagtaccagc aaggagactt tggttactgt cctcgtgtgt actgtgagaa 
ccagccaatg cttcccattg gcctttcaga catcccaggt gaagccatgg tgaagctcta 
ctgccccaag tgcatggatg tgtacacacc caagtcatca agacaccatc acacggatgg 
cgcctacttc ggcactggtt tccctcacat gctcttcatg gtgcatcccg agtaccggcc 
caagagacct gccaaccagt ttgtgcccag gctctacggt ttcaagatcc atccgatggc 
ctaccagctg cagctccaag ccgccagcaa cttcaagagc ccagtcaaga cgattcgctg 



CK II beta-kodierende Nukleotidsequenz ; 

648 Nukleotide; Nukleotide 646-648: Stopcodon 
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MPAAKKQKLSSDENSNPELSGDENDDAVSIESGTNTERPDTPTN 

TPNAPGRKSWGKGKWKSKKCKYSFKCVNSLKEDHNQPLFGVQFNWHSKEGDPLVFAT^ 

GSNRVTLYECHSQGEIRLLQSYVDADTUDENFYTC^WTYDSNTSHPIiLAVAGSRGIIRI 

INPITMQCI KHYVGHGNAINELKFHPRDPNLLLS VSKDHALRLWNIQTDTLVAI FGGV 

EGHRDEVLSADYDLLGEKIMSCGMDHSLKLWRINSKRMMNAIKESYDYNPNKTNRPFI 

SQKIHFPDFSTRDIHRNYVDCVRWLGDLILSKSCENAIVCWKPGKMEDDIDKIKPSES 

NVTILGRFDYSQCDIWYMRFSMDFWQKMLAL 

HKCGAAIRQTSFSRDSSILIAVCDDASIWRWDRLR 



Aminosauresequenz der kurzen EED-Isoform; 
427 Aminosauren 
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gagcagtgac gagaacagca atccagaact 
tatagaaagt ggtacaaaca ctgaacgccc 
tggaaggaaa agttggggaa agggaaaatg 
atgtgtaaat agtctcaagg aagatcataa 
gcacagtaaa gaaggagatc cattagtgtt 
gtatgaatgt cattcacaag gagaaatccg 
tgatgaaaac ttttacactt gtgcatggac 
ggctgtagct ggatctagag gcataattag 
aaagcactat gttggccatg gaaatgctat 
aaatcttctc ctgtcagtaa gtaaagatca 
cactctggtg gcaatatttg gaggcgtaga 
ttatgatctt ttgggtgaaa aaataatgtc 
gaggatcaat tcaaagagaa tgatgaatgc 
taaaactaac aggccattta tttctcagaa 
catacatagg aattatgttg attgtgtgcg 
ttgtgaaaat gccattgtgt gctggaaacc 
taaacccagt gaatctaatg tgactattct 
ttggtacatg aggttttcta tggatttctg 
tggcaaactt tatgtttggg atttagaagt 
actgactcat cataaatgtg gtgctgctat 
cattcttata gctgtttgtg atgatgccag 



atgcct gcggccaaga agcagaagct 
ctctggagac gagaatgatg acgctgtcag 
tgatacacct acaaacacgc caaatgcacc 
gaagtcaaag aaatgcaaat attctttcaa 
ccaaccattg tttggagttc agtttaactg 
tgcaactgta ggaagcaaca gagttacctt 
gttgttgcaa tcttacgtgg atgctgatgc 
ctatgatagc aatacgagcc atcctctgct 
gataataaat cctataacaa tgcagtgtat 
caatgagctg aaattccatc caagagatcc 
tgctttacga ttatggaata tccagacgga 
agggcacaga gatgaagttc taagtgctga 
ctgtggtatg gatcattctc ttaaactttg 
aattaaggaa tcttatgatt ataatccaaa 
aatccatttt cctgattttt ctaccagaga 
atggttaggc gatttgatac tttctaagtc 
tggcaagatg gaagatgata tagataaaat 
tgggcgattt gattacagcc agtgtgacat 
gcaaaagatg cttgcattgg gcaatcaagt 
agaagatcct cataaagcca aatgtacaac 
tcgacaaacc agttttagca gggatagcag 
tatttggcgc tgggatcgac ttcgataa 



Nukleotidsequenz, die fur die kurze EED-Isoform kodiert; 
1284 Nukleotide; Nukleotide 1282-1284: Stopcodon 
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Sequenzprotokol 1 



<X10> 



Ernst -Moritz.-Arndt Universitat Greifswald 



<120> 



Modulation der Insulinsynthese 



<130> 



P 64322 



<160> 



12 



<170> 



Patentln version 3 . 1 



<210> 1 

<211> 852 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> Stopcodon 

<222> (850) . . (852) 

<223> Nukleotidsequenz von PDX-1 

<400> 1 

atgaacggcg aggagcagta ctacgcggcc acgcagcttt acaaggaccc atgcgcgttc 
cagcgaggcc cggcgccgga gttcagcgcc agcccccctg cgtgcctgta catgggccgc 
cagcccccgc cgccgccgcc gcacccgttc cctggcgccc tgggcgcgct ggagcagggc 
agccccccgg acatctcccc gtacgaggtg ccccccctcg ccgacgaccc cgcggtggcg 
caccttcacc accacctccc ggctcagctc gcgctccccc acccgcccgc cgggcccttc 
ccggagggag ccgagccggg cgtcctggag gagcccaacc gcgtccagct gcctttccca 
tggatgaagt ctaccaaagc tcacgcgtgg aaaggccagt gggcaggcgg cgcctacgct 
gcggagccgg aggagaacaa gcggacgcgc acggcctaca cgcgcgcaca gctgctagag 
ctggagaagg .agttcctatt caacaagtac atctcacggc cgcgcc.gggt ggagctggct 
gtcatgttga acttgaccga gagacacatc aagatctggt tccaaaaccg ccgcatgaag 
tggaaaaagg aggaggacaa gaagcgcggc ggcgggacag ctgtcggggg tggcggggtc 
gcggagcctg agcaggactg cgccgtgacc tccggcgagg agcttctggc gctgccgccg 
ccgccgcccc ccggaggtgc tgtgccgccc gctgcccccg ttgccgcccg agagggccgc 
ctgccgcctg gecttagcgc gtcgccacag ccctccagcg tcgcgcctcg gcggccgcag 
gaaccacgat ga 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
852 
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<210> 2 

<211> 283 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens. 

<223> Aminosauresequenz von PDX-1 
<400> 2 

Met Asn Gly Glu Glu Gin Tyr Tyr Ala Ala Thr Gin Leu Tyr Lys Asp 
15 10 15 

Pro Cys Ala Phe Gin Arg Gly Pro Ala Pro Glu Phe Ser Ala Ser Pro 
20 25 30 

Pro Ala Cys Leu Tyr Met Gly Arg Gin Pro Pro Pro Pro Pro Pro His 
35 40 45 

Pro Phe Pro Gly Ala Leu Gly Ala Leu Glu Gin Gly Ser Pro Pro Asp 
50 55 60 

He Ser Pro Tyr Glu Val Pro Pro Leu Ala Asp Asp Pro Ala Val Ala 
65 70 75 80 

His Leu His His His Leu Pro Ala Gin Leu Ala Leu Pro His Pro Pro 
85 90 95 

Ala Gly Pro Phe Pro Glu Gly Ala Glu Pro Gly Val Leu Glu Glu Pro , 
100 105 110 

Asn Arg Val Gin Leu Pro Phe Pro Trp Met Lys Ser Thr Lys Ala His 
115 120 125 

Ala Trp Lys Gly Gin Trp Ala Gly Gly Ala Tyr Ala Ala Glu Pro Glu 
130 135 140 

Glu Asn Lys Arg Thr Arg Thr Ala Tyr Thr Arg Ala Gin Leu Leu Glu 
145 150 155 160 

Leu Glu Lys Glu Phe Leu Phe Asn Lys Tyr He Ser Arg Pro Arg Arg 
165 170 175 

Val Glu Leu Ala Val Met Leu Asn Leu Thr Glu Arg His He Lys He 
180 185 190 

Trp Phe Gin Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys Glu Glu Asp Lys Lys 
195 200 205 



Arg Gly Gly Gly Thr Ala Val Gly Gly Gly Gly Val Ala Glu Pro Glu 
210 215 220 
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Gin Asp Cys Ala Val Thr Ser Gly Glu Glu Leu Leu Ala Leu Pro Pro 
225 230 235 . 240 



Pro Pro Pro Pro Gly Gly Ala Val Pro Pro Ala Ala Pro Val Ala Ala 
245 250 255 



Arg. Glu Gly Arg Leu Pro Pro Gly Leu Ser Ala Ser Pro Gin Pro Ser 
260 265 270 



Ser Val Ala Pro Arg Arg Pro Gin Glu Pro Arg 
275 280 



<210> 3 

<211> 1182 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> Stopcodon 
<222> (1080) . . (1082) 

<223> Nukleotidsequenz von CKII-Untereinheit alpha 
<400> 3 

atgtcgggac ccgtgccaag cagggccaga gtttacacag atgttaatac acacagacct 60 

cgagaatact gggattacga gtcacatgtg gtggaatggg gaaatcaaga tgactaccag 12 0 

ctggttcgaa aattaggccg aggtaaatac agtgaagtat ttgaagccat caacatcaca 180 

aataatgaaa aagttgttgt taaaattctc aagccagtaa aaaagaagaa aattaagcgt 240 

gaaataaaga ttttggagaa tttgagagga ggtcccaaca tcatcacact ggcagacatt 300 

gtaaaagacc ctgtgtcacg aacccccgcc ttggtttttg aacacgtaaa caacacagac 360 

ttcaagcaat tgtaccagac gttaacagac tatgatattc gattttacat gtatgagatt 420 

ctgaaggccc tggattattg tcacagcatg ggaattatgc acagagatgt caagccccat 4 80 

aatgtcatga ttgatcatga gcacagaaag ctacgactaa tagactgggg tttggctgag 540 

ttttatcatc ctggccaaga atataatgtc cgagttgctt cccgatactt caaaggtcct 600 

gagctacttg tagactatca gatgtacgat tatagtttgg atatgtggag tttgggttgt 660 

atgctggcaa gtatgatctt tcggaaggag ccatttttcc atggacatga caattatgat 720 

cagttggtga ggatagccaa ggttctgggg acagaagatt tatatgacta tattgacaaa 780 

tacaacattg aattagatcc acgtttcaat gatatcttgg gcagacactc tcgaaagcga 840 

tgggaacgct ttgtccacag tgaaaatcag caccttgtca gccctgaggc cttggatttc 900 

ctggacaaac tgctgcgata tgaccaccag tcacggctta ctgcaagaga ggcaatggag 960 

cacccctatt tctacactgt tgtgaaggac caggctcgaa tgggttcatc tagcatgcca 1020 



WO 2004/022772 PCT/EP2003/009757 

4/14 

gggggcagta cgcccgtcag cagcgccaat atgatgt.cag ggatttcttc agtgccaacc 1080 
ccttcacccc ttggacctct ggcaggctca ccagtgattg ctgctgccaa cccccttggg 1140 
atgcctgttc cagctgccgc tggcgctcag cagtaacggc cc 1182 



<210> 4 

<211> 391 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<223> Aminosauresequenz von CKII-Untereinheit alpha 



<400> 4 

Met Ser Gly Pro Val Pro Ser Arg Ala Arg Val Tyr Thr Asp Val Asn 
15 10 15 



Thr His Arg Pro Arg Glu Tyr Trp Asp Tyr Glu Ser His Val Val Glu 
20 25 30 



Trp Gly Asn Gin Asp Asp Tyr Gin Leu Val Arg Lys Leu Gly Arg Gly 
35 40 45 



Lys Tyr Ser Glu Val Phe Glu Ala He Asn He Thr Asn Asn Glu Lys 
50 55 60 



Val Val Val Lys He Leu Lys Pro Val Lys Lys Lys Lys He Lys Arg 
65 70 75 ~ 80 



Glu He Lys He Leu Glu Asn Leu Arg Gly Gly Pro Asn He He Thr 
85 90 95 



Leu Ala Asp He Val Lys Asp Pro Val Ser Arg Thr Pro Ala Leu Val 
100 105 110 



Phe Glu His Val Asn Asn Thr Asp Phe Lys Gin Leu Tyr Gin Thr Leu 
115 120 125 



Thr Asp Tyr Asp He Arg Phe Tyr Met Tyr Glu He Leu Lys Ala Leu 
130 135 140 



Asp Tyr Cys His Ser Met Gly He Met His Arg Asp Val Lys Pro His 
145 150 155 160 



Asn Val Met He Asp His Glu His Arg Lys Leu Arg Leu He Asp Trp 
165 170 175 
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Gly Leu Ala Glu Phe Tyr His Pro Gly Gin Glu Tyr Asn Val Arg Val 
180 185 190 

Ala Ser Arg Tyr Phe Lys Gly Pro Glu Leu Leu Val Asp Tyr Gin Met 
195 . 200 205 

Tyr Asp Tyr Ser Leu Asp Met Trp Ser Leu Gly Cys Met Leu Ala Ser 
210 215 220 

Met lie Phe Arg Lys Glu Pro Phe Phe His Gly His Asp Asn Tyr Asp 
225 230 235 240 

Gin Leu Val Arg lie Ala Lys Val Leu Gly Thr Glu Asp Leu Tyr Asp 
245 250 255 

Tyr lie Asp Lys Tyr Asn lie Glu Leu Asp Pro Arg Phe Asn Asp lie 
260 265 270 

Leu Gly Arg His Ser Arg Lys Arg Trp Glu Arg Phe Val His Ser Glu 
275 280 285 

Asn Gin His Leu Val Ser Pro Glu Ala Leu Asp Phe Leu Asp Lys Leu 
290 295 300 

Leu Arg Tyr Asp His Gin Ser Arg Leu Thr Ala Arg Glu Ala Met Glu 
305 310 315 320 , 

His Pro Tyr Phe Tyr Thr Val Val Lys Asp Gin Ala Arg Met Gly Ser 
325 330 335 

Ser Ser Met Pro Gly Gly Ser Thr Pro Val Ser Ser Ala Asn Met Met 
340 345 350 

Ser Gly lie Ser Ser Val Pro Thr Pro Ser Pro Leu Gly Pro Leu Ala 
355 360 365 

Gly Ser Pro Val He Ala Ala Ala Asn Pro Leu Gly Met Pro Val Pro 
370 375 380 



Ala Ala Ala Gly Ala Gin Gin 
385 390 
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<210> 



5 



<211> 1053 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> Stopcodon 
<222> (1051) . . (1053) 

<223> Nukleotidsequenz von CKII-Untereinheit alpha* 
<400> 5 

atgcccggcc cggccgcggg cagcagggcc cgggtctacg ccgaggtgaa cagtctgagg 60 

agccgcgagt actgggacta cgaggctcac gtcccgagct ggggtaatca agatgattac 120 

caactggttc gaaaacttgg tcggggaaaa tatagtgaag tatttgaggc cattaatatc 180 

accaacaatg agagagtggt tgtaaaaatc ctgaagccag tgaagaaaaa gaagataaaa 24 0 

cgagaggtta agattctgga gaaccttcgt ggtggaacaa atatcattaa gctgattgac 300 

actgtaaagg accccgtgtc aaagacacca gctttggtat ttgaatatat caataataca 360 

gattttaagc aactctacca gatcctgaca gactttgata tccggtttta tatgtatgaa 42 0 

ctacttaaag ctctggatta ctgccacagc aagggaatca tgcacaggga tgtgaaacct 480 

cacaatgtca tgatagatca ccaacagaaa aagctgcgac tgatagafctg gggtctggca 540 

gaattctatc atcctgctca ggagtacaat gttcgtgtag cctcaaggta cttcaaggga 60 0 

ccagagctcc tcgtggacta tcagatgtat gattatagct tggacatgtg gagtttgggc 660 

tgtatgttag caagcatgat ctttcgaagg gaaccattct tccatggaca ggacaactat 72 0 

gaccagcttg ttcgcattgc caaggttctg ggtacagaag aactgtatgg gtatctgaag 780 

aagtatcaca tagacctaga tccacacttc aacgatatcc tgggacaaca ttcacggaaa 84 0 

cgctgggaaa actttatcca tagtgagaac agacaccttg tcagccctga ggccctagat 90 0 

cttctggaca aacttctgcg atacgaccat caacagagac tgactgccaa agaggccatg 960 

gagcacccat acttctaccc tgtggtgaag gagcagtccc agccttgtgc agacaatgct 1020 

gtgctttcca gtggtctcac ggcagcacga tga 1053 

<210> 6 

<211> 350 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<223> Aminosauresequenz von GKII-Untereinheit alpha* 



<400> 6 

Met Pro Gly Pro Ala Ala Gly Ser Axg Ala Arg Val Tyr Ala Glu Val 
1 5 10 15 
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Asn Ser Leu Arg Ser Arg Glu Tyr Trp Asp Tyr Glu Ala His Val Pro 
20 25 30 

Ser Trp Gly Asn Gin Asp Asp Tyr Gin Leu Val Arg Lys Leu Gly Arg 
35 40 45 

Gly Lys Tyr Ser Glu Val Phe Glu Ala lie Asn lie Thr Asn Asn Glu 
50 55 60 

Arg Val Val Val Lys lie Leu Lys Pro Val Lys Lys Lys Lys He Lys 
65 70 75 60 

Arg Glu Val Lys lie Leu Glu Asn Leu Arg Gly Gly Thr Asn He He 
85 90 95 

Lys Leu He Asp Thr Val Lys Asp Pro Val Ser Lys Thr Pro Ala Leu 
100 105 110 

Val Phe Glu Tyr He Asn Asn Thr Asp Phe Lys Gin Leu Tyr Gin He 
115 120 125 

Leu Thr Asp Phe Asp He Arg Phe Tyr Met Tyr Glu Leu Leu Lys Ala 
130 135 140 

Leu Asp Tyr Cys His Ser Lys Gly He Met His Arg Asp Val Lys Pro , 
145 150 155 160 

His Asn Val Met He Asp His Gin Gin Lys Lys Leu Arg Leu He Asp 
165 170 " 175 

Trp Gly Leu Ala Glu Phe Tyr His Pro Ala Gin Glu Tyr Asn Val Arg 
180 185 190 

Val Ala Ser Arg Tyr Phe Lys Gly Pro Glu Leu Leu Val Asp Tyr Gin 
195 200 205 

Met Tyr Asp Tyr Ser Leu Asp Met Trp Ser Leu Gly Cys Met Leu Ala 
210 215 220 

Ser Met He Phe Arg Arg Glu Pro Phe Phe His Gly Gin Asp Asn Tyr 
225 230 . 235 240 

Asp Gin Leu Val Arg lie Ala Lys Val Leu Gly Thr Glu Glu Leu Tyr 
245 250 255 



Gly Tyr Leu Lys Lys Tyr His He Asp Leu Asp Pro His Phe Asn Asp 
260 265 270 
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lie . Leu Gly Gin His Ser Arg Lys Arg Trp Glu Asn Phe lie His Ser 
275 280 285 

Glu Asn Arg His Leu Val Ser Pro Glu Ala Leu Asp Leu Leu Asp Lys 
290 295 300 



Leu Leu Arg Tyr Asp His Gin Gin Arg Leu Thr Ala Lys Glu Ala Met 
305 310 315 * 320 

Glu His Pro Tyr Phe Tyr Pro Val Val Lys Glu Gin Ser Gin Pro Cys 
325 330 335 



Ala Asp Asn Ala Val Leu Ser Ser Gly Leu Thr Ala Ala Arg 
340 345 350 



<210> 7 

<211> 648 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> Stopcodon 
<222> (646) . . (648) 

<223> Nukleotidsequenz von CKII-Untereinheit beta 
<400> 7 

atgagcagct cagaggaggt gtcctggatt tcctggttct gtgggctccg tggcaatgaa 60 

ttcttctgtg aagtggatga agactacatc caggacaaat ttaatcttac tggactcaat 120 

gagcaggtcc ctcactatcg acaagctcta gacatgatct tggacctgga gcctgatgaa 180 

gaactggaag acaaccccaa ccagagtgac ctgattgagc aggcagccga gatgctttat 24 0 

ggattgatcc acgcccgcta catccttacc aaccgtggca tcgcccagat gttggaaaag 300 

taccagcaag gagactttgg ttactgtcct cgtgtgtact gtgagaacca gccaatgctt 360 

cccattggcc tttcagacat cccaggtgaa gccatggtga agctctactg ccccaagtgc 42 0 

atggatgtgt acacacccaa gtcatcaaga caeca tcaca eggatggege ctacttcggc 480 

actggtttcc ctcacatgct cttcatggtg catcccgagt accggcccaa gagacctgcc 54 0 

aaccagtttg tgcccaggct etaeggttte aagatccatc egatggecta ccagctgcag 600 

ctccaagccg ccagcaactt caagagccca gtcaagacga ttcgctga 648 
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<210> • 8 

<211> 215 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens. 

<223> Aminosauresequenz von CKII-Untereinheit beta 
<400> 8 

Met Ser Sex Ser Glu Glu Val Ser Trp lie Ser Trp Phe Cys Gly Leu 
1 5 10 15 



Arg Gly Asn Glu Phe Phe Cys Glu Val Asp Glu Asp Tyr lie Gin Asp 
20 25 30 



Lys Phe Asn Leu Thr Gly Leu Asn Glu Gin Val Pro His Tyr Arg Gin 
35 40 45 



Ala Leu Asp Met lie Leu Asp Leu Glu Pro Asp Glu Glu Leu Glu Asp 
50 55 60 



Asn Pro Asn Gin Ser Asp Leu lie Glu Gin Ala Ala Glu Met Leu Tyr 
65 70 75 80 



Gly Leu lie His Ala Arg Tyr lie Leu Thr Asn Arg Gly lie Ala Gin 
85 90 95 



Met Leu Glu Lys Tyr Gin Gin Gly Asp Phe Gly Tyr Cys Pro Arg Val 
100 105 110 



Tyr Cys Glu Asn Gin Pro Met Leu Pro lie Gly Leu Ser Asp He Pro 
115 120 125 



Gly Glu Ala Met Val Lys Leu Tyr Cys Pro Lys Cys Met Asp Val Tyr 
130 135 140 



Thr Pro Lys Ser Ser Arg His His His Thr Asp Gly Ala Tyr Phe Gly 
145 150 155 160 



Thr Gly Phe Pro His Met Leu Phe Met Val His Pro Glu Tyr Arg Pro 
165 170 175 



Lys Arg Pro Ala Asn Gin Phe Val Pro Arg Leu Tyr Gly Phe Lys He 
180 185 190 



His Pro Met Ala Tyr Gin Leu Gin Leu Gin Ala Ala Ser Asn Phe Lys 
195 200 205 
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Ser Pro Val Lys Thr lie Arg 
210 215 



<210> 9 

<211> 768 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> Stopcodon 
<222> (766) . . (768) 

<223> Nukleotidsequenz von 14-3-3 epsilon 
<400> 9 

atggatgatc gagaggatct ggtgtaccag gcgaagctgg ccgagcaggc tgagcgatac 60 

gacgaaatgg tggagtcaat gaagaaagta gcagggatgg atgtggagct gacagttgaa 120 

gaaagaaacc tcctatctgt tgcatataag aatgtgattg gagctagaag agcctcctgg 180 

agaataatca gcagcattga acagaaagaa gaaaacaagg gaggagaaga caagctaaaa 24 0 

atgattcggg aatatcggca aatggttgag actgagctaa agttaatctg ttgtgacatt 300 

ctggatgtac tggacaaaca cctcattcca gcagctaaca ctggcgagtc caaggttttc 3 60 

tattataaaa tgaaagggga ctaccacagg tatctggcag aatttgccac aggaaacgac 42 0 

aggaaggagg ctgcggagaa cagcctagtg gcttataaag ctgctagtga tattgcaatg 480 

acagaacttc caccaacgca tcctattcgc ttaggtcttg ctctcaattt ttccgtattc 54 0 

tactacgaaa ttcttaattc ccctgaccgt gcctgcaggt tggcaaaagc agcttttgat 600 

gatgcaattg cagaactgga tacgctgagt gaagaaagct ataaggactc tacacttatc 660 

atgcagttgt tacgtgataa tctgacacta tggacttcag acatgcaggg tgacggtgaa 72 0 

gagcagaata aagaagcgct . gcaggacgtg gaagacgaaa atcagtga 768 



<210> 10 

<211> 255 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<223> Aminosauresequenz von 14-3-3 epsilon 



<400> 10 

Met Asp Asp Arg Glu Asp Leu Val Tyr Gin Ala Lys Leu Ala Glu Gin 
1 5 10 15 



Ala Glu Arg Tyr Asp Glu Met Val Glu Ser Met Lys Lys Val Ala Gly 
20 25. 30 



WO 2004/022772 j^B PCT/EP2003/009757 

11/14 

Met Asp Val Glu Leu Thr Val Glu Glu Arg Asn Leu Leu Ser Val Ala 
35 40 45 

Tyr Lys Asn Val lie Gly Ala Arg Arg Ala Ser Trp Arg He He Ser 
50 55 60 

Ser He Glu Gin Lys Glu Glu Asn Lys Gly Gly Glu Asp Lys Leu Lys 
65 70 75 80 

Met He Arg Glu Tyr Arg Gin Met Val Glu Thr Glu Leu Lys Leu He 
85 90 95 

Cys Cys Asp He Leu Asp Val Leu Asp Lys His Leu He Pro Ala Ala 
100 105 110 



Asn Thr Gly Glu Ser Lys Val Phe Tyr Tyr Lys Met Lys Gly Asp Tyr 
115 120 125 



His Arg Tyr Leu Ala Glu Phe Ala Thr Gly Asn Asp Arg Lys Glu Ala 
130 135 140 



Ala Glu Asn Ser Leu Val Ala Tyr Lys Ala Ala Ser Asp He Ala Met 
145 150 155 160 



Thr Glu Leu Pro Pro Thr His Pro He Arg Leu Gly Leu Ala Leu Asn 
165 170 175 



Phe Ser Val Phe Tyr Tyr Glu He Leu Asn Ser Pro Asp Arg Ala Cys 
180 185 190 



.Arg Leu Ala Lys Ala Ala Phe Asp. .Asp . Ala . He. Ala .Glu Leu Asp Thr 
195 200 205 



Leu Ser Glu Glu Ser Tyr Lys. Asp Ser Thr Leu He Met Gin Leu Leu 
210 215 220 



Arg Asp Asn Leu Thr Leu Trp Thir Ser Asp Met Gin Gly Asp Gly Glu 
225 230 235 240 



Glu Gin Asn Lys Glu Ala Leu Gin Asp Val Glu Asp Glu Asn Gin 
245 250 255 
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<210> 



11 



<211> 1284 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> Stopcodon 

<222> (1282) . . (1284) 

<223> Nukleotidsequenz der kurzen Isoform von EED 

<400> 11 



atgcctgcgg 


ccaagaagca 


gaagctgagc 


agtgacgaga 


acagcaatcc 


agaactctct 


60 


ggagacgaga 


atgatgacgc 


tgtcagtata 


gaaagtggta 


caaacactga 


acgccctgat 


120 


acacctacaa 


acacgccaaa 


tgcacctgga 


aggaaaagtt 


ggggaaaggg 


aaaatggaag 


180 


tcaaagaaat 


gcaaatattc 


tttcaaatgt 


gtaaatagtc 


tcaaggaaga 


tcataaccaa 


240 


ccattgtttg 


gagttcagtt 


taactggcac agtaaagaag gagatccatt 


agtgtttgca 


300 


actgtaggaa 


gcaacagagt 


taccttgtat 


gaatgtcatt 


cacaaggaga 


aatccggttg 


360 


ttgcaatctt 


acgtggatgc 


tgatgctgat 


gaaaactttt 


acacttgtgc 


atggacctat 


420 


gatagcaata 


cgagccatcc 


tctgctggct 


gtagctggat 


ctagaggcat 


aattaggata 


480 


ataaatccta 


taacaatgca 


gtgtataaag 


cactatgttg 


gccatggaaa 


tgctatcaat 


540 


gagctgaaat 


tccatccaag 


agatccaaat 


cttctcctgt 


cagtaagtaa 


agatcatgct 


600 


ttacgattat 


ggaatatcca 


gacggacact 


ctggtggcaa 


tatttggagg 


cgtagaaggg' 


660 


cacagagatg 


aagttctaag 


tgctgattat 


gatcttttgg 


gtgaaaaaat 


aatgtcctgt 


720 


ggtatggatc 


attctcttaa 


actttggagg 


atcaattcaa 


agagaatgat 


gaatgcaatt 


780 


aaggaatctt 


atgattataa 


tccaaataaa 


actaacaggc 


catttatttc 


tcagaaaatc 


840 


cattttcctg 


atttttctac 


cagagacata 


cataggaatt 


atgttgattg 


tgtgcgatgg 


900 


ttaggcgatt 


tgatactttc 


taagtcttgt 


gaaaatgcca 


ttgtgtgctg 


gaaacctggc 


960 


aagatggaag 


atgatataga 


taaaattaaa 


cccagtgaat 


ctaatgtgac 


tattcttggg 


1020 


cgatttgatt 


acagccagtg 


tgacatttgg 


tacatgaggt 


tttctatgga 


tttctggcaa 


1080 


aagatgcttg 


cattgggcaa 


tcaagttggc 


aaactttatg 


tttgggattt 


agaagtagaa 


1140 


gatcctcata 


aagccaaatg 


tacaacactg 


actcatcata 


aatgtggtgc 


tgctattcga 


1200 


caaaccagtt ttagcaggga tagcagcatt cttatagctg tttgtgatga tgccagtatt 


1260 


tggcgctggg atcgacttcg ataa. 
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<210> 12 
<211> 427 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens. 

<223> Aminosauresequenz der kurzen Isoform von EED 



<400> 12 

Met Pro Ala Ala Lys Lys Gin Lys Leu Ser Ser Asp Glu Asn Ser Asn 
15 10 15 



Pro Glu Leu Ser Gly Asp Glu Asn Asp Asp Ala Val Ser lie Glu Ser 
20 25 30 



Gly Thr Asn Thr Glu Arg Pro Asp Thr Pro Thr Asn Thr Pro Asn Ala 
35 40 45 



Pro Gly Arg Lys Ser Trp Gly Lys Gly Lys Trp Lys Ser Lys Lys Cys 
50 55 60 



Lys Tyr Ser Phe Lys Cys Val Asn Ser Leu Lys Glu Asp His Asn Gin 
65 70 75 80 



Pro Leu Phe Gly Val Gin Phe Asn Trp His Ser Lys Glu Gly Asp Pro 
85 90 95 



Leu Val Phe Ala Thr Val Gly Ser Asn Arg Val Thr Leu Tyr Glu Cys 
100 105 110 



His Ser Gin Gly Glu He Arg Leu Leu Gin Ser Tyr Val Asp Ala Asp 
115 120 125 



Ala Asp Glu Asn Phe Tyr Thr Cys Ala Trp Thr Tyr Asp Ser Asn Thr 
130 135 14.0 . 



Ser His Pro Leu Leu Ala Val Ala Gly Ser Arg Gly lie He Arg He 
145 150 155 160 



He Asn Pro He Thr Met Gin Cys He Lys His Tyr Val Gly His Gly 
165 170 175 



Asn Ala lie Asn Glu Leu Lys Phe His Pro Arg Asp Pro Asn Leu Leu 
180 185 190 



Leu Ser Val Ser Lys Asp His Ala Leu Arg Leu Trp Asn He Gin Thr 
195 200 . 205 
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Asp Thr Leu Val Ala lie Phe Gly Gly Val Glu Gly His Arg Asp Glu 
210 215 220 

Val Leu Ser Ala Asp Tyr Asp Leu Leu Gly Glu Lys lie Met Ser Cys 
225 230 235 * 240 



Gly Met Asp His Ser Leu Lys Leu Trp Arg lie Asn Ser Lys Arg Met 
245 250 255 

Met Asn Ala lie Lys Glu Ser Tyr Asp Tyr Asn Pro Asn Lys Thr Asn 
260 265 270 

Arg Pro Phe lie Ser Gin Lys lie His Phe Pro Asp Phe Ser Thr Arg 
275 280 285 

Asp lie His Arg Asn Tyr Val Asp Cys Val Arg Trp Leu Gly Asp Leu 
290 295 300 



lie Leu Ser Lys Ser Cys Glu Asn Ala lie Val Cys Trp Lys Pro Gly 
305 310 315 " 320 



Lys Met Glu Asp Asp He Asp Lys lie Lys Pro Ser Glu Ser Asn Val 
325 330 335 



Thr He Leu Gly Arg Phe Asp Tyr Ser Gin Cys Asp He Trp Tyr Met 
340 345 350 



Arg Phe Ser Met Asp Phe Trp Gin Lys Met Leu Ala Leu Gly Asn Gin 
355 360 365 



Val Gly Lys Leu Tyr Val Trp Asp 
370 375 



Ala Lys Cys Thr Thr Leu Thr His 
385 390 

Gin Thr Ser Phe Ser Arg Asp Ser 
405 



Leu Glu Val Glu Asp Pro His Lys 
.380 



His Lys Cys Gly Ala Ala lie Arg 
395 400 

Ser He Leu He Ala Val Cys Asp 
410 415 



Asp Ala Ser He Trp Arg Trp Asp Arg Leu Arg 
420 425 
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^£ (57) Abstract: The invention particularly relates to the use of substances, which modulate the activity of the proteins casein kinase 
^ II (CK II) and 14-3-3 epsilon and/or of the PcG protein EED or which influence the binding of the proteins casein kinase II (CK II) 
and 14-3-3 epsilon, of the PcG protein EED and/or of a fragment thereof with the protein pancreatic duodenal homeobox-1 (PDX-1) 

Othat plays a decisive roll in the glucose-induced biosynthesis of insulin, for influencing the synthesis of insulin or the provision of 
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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft insbesondere die Verwendung von Substanzen, die die Aktivitat der 
Proteine Caseinkinase II (CK II), 14-3-3 epsilon und/oder des PcG-Proteins EED modulieren oder die Bindung der Proteine Casein- 
kinase II (CK II), 14-3-3 epsilon, des PcG-Proteins EED und/oder eines Fragments desselben mit dem Protein Pancreatic duodenal 
homeobox-1 (PDX-1), das bei der Glucose-induzierten Insulin-Biosynthese eine entscheidende Rolle spielt, beeinflussen, zur Be- 
einflussung der Insulin-Synthese bzw. Bereitstellung. 
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'L' Veraftentnchung, die geelgnet 1st, einen Priorttatsanspruch zweltelhaft er- 
schelnen zu lassen, oder durch die das VerOffentDchungsdatum elner 
anderen im Recherchenbetlcht genannten VerOffentlichung belegt werden 
sol) oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben 1st (wie 
ausgefOhrt) 

'O* VerOffTentllchung, die stch aur elne mOndDche Offenbarung, 
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oder dem Prioritatsdaium verdffentlicht worden 1st und mit der 
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INTERNATIONALE!? RECHERCHENBERICHT 



Jgs Aktenzeichen 
PCT/EP 03/09757 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



Gemas Artlkel 17(2)a) wurde aus folgenden GrQnden fur bestlmmte AnsprQche keln Recherchenbericht erstellt: 
1. AnsprQche Nr. 

well sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die BehoYde nicht verpflichtet ist, nSmlich 



2. [T] AnsprQche Nr. 

weil sie sich auf Teile der internatlonalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB elne sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefQhrt werden kann, na.mlich 

slehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. Lj AnspriJcheNr. 

well 08 eich dabei um abhangfge AnsprQche handett, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bel mangelnder Einheitlichkert der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB dlese Internationale Anmeldung mehrere Erflndungen enthaJt 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderiichen zusaiziichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich cfieser . 
1 — 1 Internationale Recherchenbericht auf alle recherchlerbaren AnsprQche. 

2 I I Da fOr alle recherchierbaren AnsprQche die Recherche ohne elnen Arbeltsaufwand durchgefQhrt werden konnte, der elne 
1 — 1 zusatzliche RecherchengebQhr gerechtfertigt hatte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen GebQhr aufgefordert. 



3. Da der Anmelder nur einige der erforderiichen zusdtziichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dleser 
1 — 1 Internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprQche, fQr die GebQhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
AnsprQche Nr. 



4. Der Anmelder hat die erforderiichen zusatzllchen RecherchengebQhren nicht rechtzeitig entrichtet Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den AnsprQchen zuerst erwahnte Erfindung; dlese ist in folgenden Ansprflchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hi nsich tHch eines Widerspruchs J Die zusaiziichen GebQhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit 

[ZD Dle ZaWun9 zusatz| l cner RecherchengebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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WEITERE AN GAB EN 



PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 
AnsprQche Nr. : 4-8 



Die geltenden Patentanspruche 4-8 beziehen s1ch auf Verblndungen, bzw. 
Produkte, Verfahren und Verwendungen , die slch auf dlese Verblndungen 
beziehen, Jewells charakterlslert durch elne erstrebenswerte Eigenheit 
Oder Elgenschaft, namlich, dass sle durch das Screening Verfahren gemass 
Anspruch 1 aufflndbar sind. 

Die PatentansprQche umfassen daher alle Produkte etc., die dlese 
Eigenheit oder Elgenschaft aufweisen, wohlngegen die Patentanmeldung 
StQtze durch die Beschrelbung im Slnne von Art. 5 PCT fur keine solchen 
Produkte Hefert. Im vorliegenden Fall fehlen den PatentansprQchen die 
entsprechende StUtze bzw. der Patentanmeldung die notige Offenbarung in 
einem solchen MaBe, daB eine sinnvolle Recherche fiber den gesamten 
erstrebten Schutzberelch unmoglich erscheint. Desungeachtet fehlt den 
PatentansprQchen auch die in Art. 6 PCT geforderte Klarheit, nachdem in 
1hnen versucht wird, das Produkt/Verfahren/die Verbindung/Vorrichtung 
uber das jeweils erstrebte Ergebnis zu definleren. Auch dieser Mangel an 
Klarheit 1st dergestalt, daB er eine sinnvolle Recherche Qber den 
gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich macht. Daher wurde die 
Recherche auf die Teile der Patentanspruche gerichtet, welche im o.a. 
Sinne als klar, gestutzt oder offenbart erscheinen, namlich die Teile 
betreffend die Screeningverfahren gemass der AnsprQche 1-3 per se. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
PatentansprQchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nlcht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen PrQfung se1n konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Elgenschaft als m1t der internationalen vorlaufigen PrQfung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
PrQfung fQr Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
Internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapltel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 
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